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Résumé 
Introduction :  
La fécondation in vitro est de mieux en mieux connue et en amélioration 
constante, cependant les taux d’implantation et de grossesse sont encore bas 
(environ 35% par fécondation in vitro). Un des enjeux de l’amélioration de la 
fécondation in vitro est le développement embryonnaire et l’implantation. Pour cela, la 
co-culture des embryons sur un tapis de cellules endométriales maternelles 
autologues peut être utilisée pour améliorer le développement embryonnaire (taux 
d’embryon se développant jusqu’à J5 : blastocyste) et l’implantation.  
L’objectif de l’étude est d’étudier le lien entre la qualité du tapis cellulaire  et le 
développement embryonnaire. 
 
Matériel et méthodes : 
Cette étude est une sous analyse de l’essai clinique randomisé en double aveugle 
OvoGen, comparant le taux de blastulation et de grossesse dans deux groupes 
randomisés : le groupe étude, dans lequel les embryons se développent sur un tapis 
cellulaire endométrial maternel et le groupe contrôle, dans lequel les embryons sont 
cultivés dans du milieu conventionnel. 
Nous avons analysé la qualité des tapis cellulaire du groupe étude (confluence des 
cellules, taux de cellules épithéliales et vitalité des cellules stromales) par rapport au 
développement embryonnaire et au taux de grossesse. 
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Résultats : 
50 tapis de cellules endométriales maternelles et 291 embryons sur les puits ont été 
analysés de 2012 à 2015 à la clinique ovo (Montréal, Québec). La qualité des 
embryons n’était pas changée par la qualité des tapis (p=0,65 pour la confluence, 
p=0,25 pour le taux de glande et p=0,92 pour la viabilité des cellules). En revanche, 
le taux de grossesse augmentait quand la confluence diminuait (p=0,022) et lorsque 
la viabilité des cellules stromales augmentait (p=0,001). De plus, la qualité des tapis 
était dépendante de la date de la biopsie : la biopsie faite à J7 après l’ovulation 
permettait une meilleure qualité de puits (confluence augmentée, p=0,045, taux de 
glande augmenté p=0,004 et viabilité stromales augmentée p=0,001) que la biopsie 
faite à J5 post ovulation. 
Discussion :  
Aucune des nombreuses études sur la co-culture  ne porte sur la qualité des tapis 
cellulaire. Il est intéressant de noter que le taux de grossesse augmente avec la 
diminution de la confluence et l’augmentation de la viabilité des cellules stromales 
dans les puits contenant les embryons transférés. Comme il a déjà été démontré, 
(1)le jour de la biopsie endométriale influe sur la qualité du tapis cellulaire en co-
culture et pour que celui-ci soit de bonne qualité, il faut que l’endomètre soit réceptif 
(après J19 du cycle).   
Conclusion : 
Nous avons montré que la qualité des tapis cellulaires dépendait du jour de la biopsie 
d’endomètre et que cette qualité pouvait influencer le bénéfice de la co-culture. Il 
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serait intéressant d’étudier la réceptivité de l’endomètre au moment de la biopsie 
avant utilisation des cellules en co-culture pour optimiser la qualité du tapis cellulaire. 
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Abstract 
 
 
Introduction: Lot's of progress has been made in the process of in vitro fertilization 
(IVF) in the last years. However, the pregnancy rate is still low. There are two 
important issues in IVF: embryo development and implantation. One answer may be 
the endometrial autologue co-culture which could improve the embryo development 
and the implantation rate in many ways. The aim of this study is to assess the effect 
of co-culture quality on human embryo development and implantation rate. Materials 
and methods: The ovogen study was  a randomized, double blind trial analysis. 
OvoGen compared the blastulation and the pregnancy rate in two randomized 
groups: the study group, with autologous endometrial co-culture and the control 
group, with conventional media. 
The outcome of our study was to assess the correlation between the quality of 
autologous endometrial co-culture (cells confluence, rate of epithelials cells and 
stromals cells viability) and the embryo development. 
Results: FIfty patients in the co-culture group were analyzed between 2012 to 
2015 at the ovo clinic (Montreal, Quebec). 291 embryos were analyzed, each co-
cultured on a monolayer endometrial cells. The embryo quality was not significantly 
linked with the co-culture quality (p=0,65 for the cells confluence, 0,25 for the 
epithelial cells rate and 0,92 for the stromal cells viability). On the other hand, the 
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pregnancy rate increased in correlation with the decreasing of the confluence 
(p=0,022) and the increase of stromal cells (p=0,001). 
Moreover, the moment of the biopsy had an effect on the co-culture: when the biopsy 
was performed seven days after the ovulation, the quality of the co-culture was better 
(confluence increased p=0,045, epithelials cells increased p= 0,004 and stromal cells 
viability increased p=0,001) than when the biopsy was done five days after the 
ovulation. 
Discussion: There were no previous study on the quality of the co-culture and 
its effect on the embryo development. The fact that the pregnancy rate increased with 
the decrease of the confluence in the co-culture is interesting. Indeed, we could easily 
explain why a huge confluence could be prejudicial for the dialog between embryo 
and endometrium. Moreover, in accordance with previous experience, the day of the 
biopsy in the cycle is important for the quality of the endometrium. This is why the day 
of the biopsy may have an effect on the co-culture quality. 
Conclusion: Our results show that the moment of the biopsy has an effect on 
the quality of the co-culture and that the quality of the co-culture has an effect on the 
pregnancy rate. It could be interesting to study the endometrium receptivity on the 
biopsy before the co-culture to optimize the quality and the benefit of the co-culture. 
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Liste des sigles et des abréviations 
 
FSH : Hormone folliculo stimulante 
LH : Hormone lutéinisante 
GnRH : Hormone gonado libérante 
FIV : Fécondation In Vitro 
ICSI : Injection intra cytoplasmique de Sperme 
PICSI : Injection de sperme intra cytoplasmique avec présélection 
J5 : Cinquième jour post ovulation 
J7 : Septième jour post ovulation 
PMA : Procréation médicalement assistée 
 
13 
 
 
1. Introduction 
1.1. Rappel de gynécologie 
Le cycle menstruel 
Le cycle menstruel chez la femme est complexe. Le contrôle hormonal du cycle 
se fait par le système hypothalamo-hypophysaire. L’hypothalamus libère de manière 
pulsatile la GnRH qui va stimuler l’hypophyse qui sécrète la FSH (hormone folliculo 
stimulante) et la LH (hormone lutéinisante) qui varient pendant le cycle menstruel. 
Ces hormones vont stimuler les cellules de la granulosa des follicules dans l’ovaire 
qui sécrètent les hormones sexuelles, l’œstradiol et la progestérone. Les hormones 
sexuelles ont un rétro contrôle négatif sur le système hypothalamo hypophysaire 
permettant de contrôler le taux d’hormones dans le sang. 
Le premier jour du cycle se distingue par une chute brutale de progestérone en 
l’absence de grossesse liée à la dégénérescence du corps jaune entrainant les 
menstruations.  
La chute de progestérone entraine, par rétro contrôle négatif une augmentation de 
la FSH. Cette augmentation stimule les follicules contenus dans l’ovaire sensible à 
cette hormone. Plus le taux de FSH va augmenter plus les follicules vont grossir et 
mûrir et plus les cellules de la granulosa situées en périphérie de chaque follicule 
sécrètent de l’œstradiol. L’œstradiol a une action sur l’endomètre (prolifération 
vasculaire, épaississement, augmentation de la vascularisation) et sur la glaire 
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cervicale (perméabilisation). De même, par rétro contrôle négatif à nouveau, 
l’augmentation d’œstradiol entraîne une diminution de la sécrétion de FSH et une 
sélection de follicule(s) dominant(s) : seul le ou les follicule(s) le(s) plus sensible(s) 
continue(nt) à croitre et mûrir et à sécréter de l’œstradiol. Les autres follicules 
s’atrésient. Cette phase est la phase folliculaire, elle peut avoir une durée variable. 
Aux alentours du 14eme jour du cycle, la sécrétion d’œstradiol arrivant à un certain 
seuil va provoquer un pic de LH (hormone lutéinisante) qui va avoir pour effet, après 
36h, de provoquer l’ovulation, c’est-à-dire l’expulsion de l’ovocyte du follicule 
dominant en croissance. L’ovocyte va ensuite cheminer dans la trompe, aidé par les 
cellules ciliées, pendant que le follicule dans lequel il était se transforme en corps 
jaune. Les cellules de la granulosa, sous l’effet de la FSH et de la LH vont maintenant 
sécréter de la progestérone. La progestérone a, comme l’œstradiol, une action sur la 
glaire cervicale et l’endomètre. Cette phase est la phase lutéale, elle a une durée fixe 
qui est la durée de vie du corps jaune d’environ 14 à 16 jours. A la dégénérescence 
du corps jaune, en l’absence de grossesse, la progestérone n’est plus sécrétée et 
chute ce qui provoque les menstruations. (Figure1) 
En revanche, s’il y a fécondation, l’embryon sécrète les βhcg nécessaire au 
maintien du corps jaune et de la sécrétion de progestérone, il n’y a donc pas de 
menstruation mais une implantation et une grossesse. 
La fécondation se fait souvent dans le tiers inférieur de la trompe de Fallope, 
pendant la migration ovocytaire. Un spermatozoïde, ayant traversé la glaire cervicale 
perméable en période d’ovulation a remonté l’utérus jusqu’à la trompe dans laquelle 
se trouve l’ovocyte et fragilise la membrane extérieure pour fusionner avec l’ovule.  
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Figure 1 : le contrôle hormonal du cycle menstruel 
1.2 La fécondation 
Le développement ovocytaire et folliculaire 
A la naissance, la petite fille a des ovocytes primaires, bloqués à ce stade jusqu’à 
la puberté. En murissant, ces ovocytes primaires vont s’entourer de tissu folliculaire 
pour former le follicule primordial. Chaque mois, pendant la folliculogénèse, seuls 
quelques  follicules primordiaux se transforment en follicules primaires puis 
secondaires puis tertiaires (ou follicules de Graaf) sous l’influence des hormones 
sexuelles. Les follicules secondaires sont entourés de cellules de la granulosa 
sécrétant des hormones. Dans les follicules secondaires, entre ces cellules et 
l’ovocyte, une zone pellucide apparait pour approvisionner l’ovocyte. Le follicule 
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tertiaire est pré ovulatoire, il se caractérise par une cavité folliculaire bordée par le 
cumulus oophorus (cellules de la granulosa). Les cellules périphériques sont très 
vascularisées et développées pour la sécrétion hormonale. 
Juste avant l’ovulation, le cumulus oophorus se détache de la granulosa pour 
entourer l’ovocyte. Cette structure baigne dans la cavité folliculaire. Au moment de 
l’ovulation, le pic de LH provoque une maturation de l’ovocyte (transformation de 
l’ovocyte primaire en ovocyte secondaire) et une élévation de la progestérone dans le 
liquide folliculaire. La progestérone attire les spermatozoïdes vers l’ovocyte. Le pic de 
LH va ensuite induire une rupture du follicule et de la paroi de l’ovaire pour libérer 
l’ovocyte.  Le  pavillon de la trompe migre progressivement vers le follicule prêt à se 
rompre afin de recueillir l’ovocyte. Le contenu du follicule va se déverser dans la 
trompe adjacente. (Figure 2) L’ovocyte alors entouré de cumulus oophorus attend la 
fécondation et migre dans la trompe. 
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Figure 2 : Ovulation  
      1 : Trompe de Fallope                            6 : Zone pellucide 
2 : Pavillon de la trompe                         7 : Premier globule polaire 
3 : Cumulus oophorus                             8 : Ovocyte secondaire 
4 : Ovocyte                                             9 : Cellule de la corona radiata 
5 : Ovaire                                              10 : Appareil microtubulaire 
 
La spermatogénèse 
Les spermatozoïdes subissent une première étape de maturation dans 
l’épididyme. L’activation de leur motilité a lieu au moment de l’éjaculation. Ils 
subissent ensuite la capacitation le long de leur trajet vers l’ovocyte dans le tractus 
féminin. La dernière étape de maturation se situe au contact des cellules du cumulus 
oophorus juste avant la fécondation. Cette dernière maturation, appelée réaction 
acrosomique, permet au spermatozoïde de pénétrer la zone pellucide. L’union du 
spermatozoïde et de l’ovule va provoquer un durcissement de la zone pellucide 
empêchant la polyspermie dans l’ovule. 
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Les membranes du spermatozoïde et de l’ovule vont fusionner pour que le noyau 
contentant les chromosomes paternels entre dans l’ovule. Le flagelle du 
spermatozoïde et les mitochondries paternelles sont éliminés.  
 
Le développement embryonnaire pré-implantatoire 
Les premiers stades de développement de l’embryon sont génétiquement 
dépendants de l’ovocyte.. Il s'agit de divisions cellulaires successives des cellules de 
l'ovocyte en cellules totipotentes formant ainsi un ensemble de la même taille que 
l'ovocyte initial. La division cellulaire commence 24h après la fécondation. C’est la 
segmentation. Chaque cellule fille est deux fois plus petite que la cellule mère car la 
zone pellucide est inextensible. L’embryon passe du stade 2 cellules à 4, 8 et 16 
cellules en quelques jours tous en continuant sa migration tubaire vers l’utérus. 
(Figure 3) 
 
Figure 3 : Division de l’embryon en 4 cellules 
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Figure 4 : Migration de l’embryon dans la trompe et développement embryonnaire 
1 : ovaire                                     A : fécondation 
2 : trompe                                    B : Embryon stade 2 cellules 
3 : endomètre                               C : Embryon stade 4 cellules 
4 : myomètre                                D : Embryon stade 8 cellules 
5 : cavité utérine                           E : Embryon stade Morula  
                                                    F : Embryon stade Blastocyste                  
 
Ce n’est que vers le troisième ou quatrième jour après l’ovulation que l’embryon 
arrive dans la cavité utérine, préparée par la progestérone à l’implantation. (Figure 4)  
A 96h de la fécondation, l’embryon est au stade morula : environ 30 cellules 
sphériques qui forment un ensemble toujours de la même taille que l’ovocyte initial. 
La morula va ensuite subir un phénomène de cavitation : ses cellules vont se 
resserrer (compaction) pour laisser la place à une cavité qui s’emplit de liquide (le 
blastocèle). L’embryon devient alors blastocyste. Le volume de l’embryon commence 
à croître dès que la cavité se forme. Ses cellules sont séparées en trophoblaste ou 
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trophectoderme qui donneront le placenta provenant du fœtus et bouton 
embryonnaire ou embryoblaste qui donnera le fœtus. 
Au cinquième jour environ, la cavité contenue à l’intérieur du blastocyste 
s’expand, la zone pellucide distendue se rompt et le blastocyste sort de la zone 
pellucide en se déformant, c’est l’éclosion du blastocyste (ou hatching). (Figure 5) 
C’est une étape primordiale pour la nidation. 
 
Figure 5 : Eclosion du blastocyste 
Au sixième jour, l’embryon entre en contact avec la muqueuse utérine, c’est 
l’implantation. 
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1.3. Implantation 
 
Endomètre 
L’utérus est composé de trois couches, la séreuse, qui entoure et protège 
l’organe, le myomètre, le muscle utérin responsable des contractions et l’endomètre, 
la muqueuse utérine interne. 
L’endomètre est hormono-dépendant et subit des modifications pendant le cycle 
menstruel. Il a pour but de recevoir l’embryon lors de l’implantation et d’aider son 
développement pendant la grossesse. Il est le siège d’une réaction immunitaire très 
importante pendant l’implantation et est le lieu d’échange entre la mère et le fœtus.  
Il est composé d’une couche basale, d’une couche fonctionnelle et différents types 
de cellules. Les cellules épithéliales (glandes) qui sécrètent les facteurs de 
croissance et cytokines, et les cellules stromales, de soutien et nourricières des 
cellules épithéliales. Les deux types de cellules sont essentiels à l’implantation. 
Pendant la phase folliculaire du cycle menstruel, l’endomètre subit des 
modifications morphologiques et prolifère sous l’effet de l’œstradiol. Les cellules 
épithéliales deviennent ciliées. 
Pendant la phase lutéale, l’endomètre se prépare à l’implantation, il mûrit sous 
l’effet de la progestérone. Les noyaux des cellules épithéliales s’arrondissent et 
sécrètent du mucus chargé en glycogène. Les cellules Natural Killer qui sont des 
cellules du système immunitaire sont très importantes dans l'implantation et 
permettent le remodelage des artères spiralées utérines. Une réaction immunitaire 
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forte est indispensable à l’implantation. Si les cellules immunitaires sont immatures 
ou absence, l’endomètre ne sera pas réceptif. La fenêtre d’implantation est le 
moment pendant lequel l’endomètre est prêt à recevoir l’embryon. Elle dure quelques 
jours entre J19 et J23 du cycle généralement (entre 5 et 9 jours après l’ovulation). En 
dehors de cette fenêtre, l’endomètre n’est plus réceptif et, au contraire, se défend 
contre toute agression, infection ou implantation. La réceptivité endométriale est la 
capacité de l’endomètre à permettre l’implantation embryonnaire. Elle s’évalue 
pendant la fenêtre d’implantation et a un grand rôle dans la nidation et la grossesse. 
Elle n’est encore pas totalement connue. La qualité d’implantation et de réceptivité 
endométriale diminue avec l’âge. 
En l’absence de grossesse, et suite à la chute de progestérone, la partie 
superficielle (fonctionnelle) de l’endomètre s’élimine, ce sont les menstruations. 
 
L’implantation du blastocyste 
L’implantation embryonnaire est une partie très importante de la fertilité humaine. 
Ses mécanismes précis ne sont pas encore totalement connus. Il existe des 
échanges importants entre les cellules déciduales de l’endomètre maternel et les 
cellules trophoblastiques de l’embryon par différents facteurs de croissance. Dès son 
éclosion, le blastocyste sécrète des molécules comme les hcg ou l’interleukine 
agissant sur l’endomètre. Le blastocyste exprime aussi des récepteurs pour des 
facteurs de croissance comme le facteur de croissance épithélial et le facteur 
d’inhibition de la leucémie (LIF). 
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Le blastocyste va s’accoler à la partie fonctionnelle de la cavité utérine du coté de 
son pole embryonnaire au moment de son éclosion (libération hors de la zone 
pellucide qui empêchait l’implantation tant que l’embryon n’était pas dans l’utérus). 
Le trophoblaste adhère puis envahit  la muqueuse utérine en sécrétant des 
facteurs induisant l’apoptose des cellules épithéliales de l’endomètre pour pénétrer 
jusqu’aux cellules stromales et aux vaisseaux endométriaux. Il agit comme un tissu 
tumoral. Il va détruire la membrane basale en sécrétant l’intégrine par exemple et 
accéder au tissu conjonctif. La muqueuse utérine réagit à l’implantation par la 
réaction déciduale, qui aide l’embryon à s’implanter. 
Le trophoblaste envahit les vaisseaux de la muqueuse utérine pour former une 
néo-vascularisation placentaire.(2) 
1.4. La procréation médicalement assistée (PMA) 
Généralités 
La procréation médicalement assistée (PMA) est la science de l’infertilité. C’est 
une spécialité qui aide les patients à procréer. Les causes d’infertilité sont 
multiples et les traitements de PMA aussi. Ils pallient aux anomalies des différents 
stades de la reproduction humaine.  
On peut stimuler les ovaires pour créer une folliculogénèse artificielle d’un ou 
plusieurs follicules avec du citrate de clomifène ou des gonadotrophines (FSH) 
recombinante ou humaine. L’ovulation peut être déclenchée artificiellement par du 
citrate de clomifène. Dans les cycles artificiels de stimulation ovarienne, l’ovulation 
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peut être déclenchée par une injection de choriogonadotrophines alpha ou 
d’agoniste de la LH-RH.  
Le passage du col des spermatozoïdes peut être facilité par des inséminations 
intra utérines après stimulation ovarienne. 
Dans ces cas, la fécondation est in vivo ainsi que le développement embryonnaire 
et l’implantation sur lesquels les médecins n’ont pas de prise. 
FIV 
La fécondation in vitro est le traitement de nombreuses étiologies d’infertilité 
comme des anomalies importantes des spermatozoïdes, les obstructions tubaires, 
l’endométriose ou encore une infertilité inexpliquée.  
Elle comporte plusieurs étapes essayant de reproduire au plus proche les étapes 
in vivo.   La différence réside dans le fait que plusieurs ovocytes sont obtenus pour la 
création de plusieurs embryons pour optimiser les chances de grossesse.  
Tout d’abord les ovaires sont stimulés par des gonadotrophines. La stimulation 
commence au début du cycle naturel de la patiente. Les doses sont adaptées à la 
réaction des ovaires qui sont monitorés par échographie (taille des follicules, 
épaisseur de l’endomètre) et prise de sang (œstradiol, progestérone, LH). Une 
stimulation par LH peut être ajoutée si besoin. Quand le follicule parait mature (de 
bonne taille et avec une sécrétion appropriée d’œstradiol), on déclenche l’ovulation 
par choriogonadotrophine alpha, le plus souvent. 36h après le déclenchement, a lieu 
la ponction ovocytaire. Elle consiste en l’aspiration du liquide contenu dans les 
follicules ovariens par une aiguille trans vaginale et trans ovarienne de manière écho 
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guidée. Elle permet le recueil des ovocytes après séparation des ovocytes des 
cellules du cumulus les entourant. On procède ensuite à la fécondation in vitro en 
mettant en contact l’ovocyte avec les spermatozoïdes ou en injectant le 
spermatozoïde choisi directement dans l’ovocyte (ICSI : intra cytoplasmic sperm 
injection). Dans les cas d’ICSI, les ovocytes sont d’abord dénudés et triés en fonction 
de leur maturité. Les spermatozoïdes peuvent être choisis de différentes manières 
après lavage et tests de migration survie, notamment par PICSI (élection de 
spermatozoïde mur et compétent par un gel de hyaluronane). 
Le développement embryonnaire se fait ensuite in vitro dans des incubateurs à 
37°C avec des conditions en 02 et Co2 proches de celles in vivo. Ils baignent dans un 
milieu de culture adapté pour les nourrir. Les embryons sont ensuite classés à l’aide 
d’une étude de Gardner et al en 1999.(3) (4)(5) Le transfert du ou des embryon(s) 
jugé(s) le(s) mieux développé(s) a ensuite lieu à J3 ou J5. Le transfert des embryons 
se fait  à l’aide d’un cathéter qui passe à travers le col utérin, de manière a déposer 
l(es) embryon(s) dans le fond utérin sans toucher la paroi (pour éviter les contractions 
utérines). Ce transfert se fait de manière écho guidée ou non.  
Les blastocystes peuvent recevoir une aide à l’éclosion (hatching assisté) s’ils le 
nécessitent. Un orifice est alors créé artificiellement par laser dans la zone pellucide 
pour aider le blastocyste à éclore.  
Après le transfert d’embryon, les patientes reçoivent souvent un traitement par 
progestérone comme support de la phase lutéale. L’implantation se fait forcément in 
vivo et il n’y a pas de technique ou de traitement permettant d’assister l’implantation 
embryonnaire. On peut uniquement ne pas implanter l’embryon dans les cas où 
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l’endomètre parait non réceptif. Il est observé en échographie : certaines études ont 
montré que plus il est épais plus il est réceptif (au moins >6mm). Son type à 
l’échographie (homogeneité et échogenicité) peut nous renseigner sur sa réceptivité : 
aspect en triple ligne par exemple. Si l’endomètre parait non réceptif ou s’il y a des 
embryons surnuméraires jugés de « bonne qualité », ceux-ci peuvent être congelés 
pour un transfert futur sur un cycle synchronisé. La congélation se fait de deux 
manières. Premièrement par congélation lente : l’eau de l’embryon est remplacée par 
un cryoprotecteur et l’embryon est ensuite placé dans une paillette et sa température 
est progressivement diminuée jusqu’à atteindre -196°C. Il est ensuite conservé à 
cette température dans l’azote liquide. La décongélation se fait de la même manière 
par paliers successifs. Deuxièmement, la vitrification, qui est une technique de 
congélation plus rapide. Les embryons, après avoir été cryoprotégés, sont placés 
directement dans l’azote liquide à -196°C dans des paillettes sécurisées. 
 
Le développement embryonnaire et son implantation sont deux enjeux en fécondation 
in vitro 
 
 
 
 
 
 
. 
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Culture embryonnaire in vitro 
Les embryons nécessitent beaucoup de soin dans leur manipulation et leur culture. 
Pour optimiser leur développement, ils doivent être cultivés dans un milieu stérile et 
une température de 37°C doit être maintenue. De plus, le pH doit rester entre 7,2 et 
7,6 durant les manipulations. Il existe plusieurs milieux de culture utilisés pour le 
développement embryonnaire avant le transfert intra utérin. En effet, en se 
développant, les embryons produisent des substances toxiques qui pourraient leur 
nuire. Cependant, ils sécrètent aussi des protéines et des facteurs de croissance 
nécessaire à leur propre développement. De plus, les sources du métabolisme de 
l’embryon sont différentes en fonction des phases de développement.(6) Les milieux 
de culture actuels contiennent des sels (calcium, magnésium…) de l’albumine, des 
sources d’énergie  (pyruvate, lactate, glucose…), du sérum (humain ou synthétique), 
des acides aminés, des antibiotiques, des vitamines, des facteurs de croissance, des 
nucléotides, des solutions buffer à différentes concentrations. Tous ces éléments sont 
nécessaires à la croissance de l’embryon à différents stades. Il existe deux sortes de 
milieu de culture : soit le milieu standard universel dont la composition contient tout 
ce qui est nécessaire au développement embryonnaire soit des milieux de culture 
séquentiels, c’est-à-dire différents pour les différents stades de développement de 
l’embryon. Bien qu’il ait été montré qu’enlever le glucose et maintenir le pyruvate 
pendant les premiers jours de développement et réintroduire le glucose à partir du 
stade 8 cellules augmenterait le taux de blastulation, changer les embryons de milieu 
en cours de culture pourrait causer un stress osmotique, oxydatif, et thermique, 
désavantageux à leur développement. Certains embryologistes ont donc fait le choix 
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d’un milieu de culture global avec ajout de milieu régulièrement sans changer 
totalement les embryons de milieu de culture. Le choix de méthode et milieux de 
culture est laissé aux embryologistes de chaque centre. Le problème scientifique 
principal des milieux de culture embryonnaire en fécondation in vitro est la 
commercialisation de ceux-ci et la non transparence de leur composition ne 
permettant pas de comparaison scientifique randomisée claire.(7) 
Les conditions d’incubation embryonnaires se sont améliorées. Ils étaient 
classiquement contrôlés uniquement en CO2 (5-6%). La concentration d’oxygène était 
celle de l’air (19-20%). Or, on sait que la concentration en oxygène intra utérine est 
de 2 à 8%. Il existe maintenant des incubateurs tri-gaz contrôlés en O2 (6%) par de 
l’azote et en CO2 (5%). Selon une étude récente, la qualité embryonnaire et le taux 
d’implantation est meilleur quand les embryons sont incubés à 5% O2 versus 20% 
d’O2 mais les incubateurs tri-gaz sont plus chers. L’ étude montre aussi que, plus que 
la concentration d’oxygène, c’est sa variation qui nuit à la culture embryonnaire.(8) 
Dans une méta analyse de 2011, les résultats étaient encore controversés  quant à la 
meilleure concentration en oxygène nécessaire au développement embryonnaire.(9) 
Pour éviter au maximum le stress transmis aux embryons, il existe maintenant des 
incubateurs contenant une caméra (embryoscope) permettant d’observer la 
croissance embryonnaire en évitant de sortir les embryons de l’incubateur. 
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2. Introduction générale 
La fécondation in vitro a fait beaucoup de progrès ces dernières années.  
On maîtrise de plus en plus le processus à chacun de ces stades. De nouveaux 
protocoles de stimulation ovocytaire plus adaptés à chaque patiente ont vu le jour, 
avec les traitements par gonadotrophines, les protocoles antagonistes, SMART 
(utilisant l’effet flare up : une augmentation brutale et transitoire de la LH et de la FSH 
dans la circulation sanguine engendrée par les agonistes de la GnRH ). De nouvelles 
méthodes d’induction de l’ovulation ont été mises en place pour éviter les 
hyperstimulations ovariennes.  
Les techniques de fécondation in vitro par ICSI (intra cytoplasmic sperm injection) 
ou PICSI, une micromanipulation qui permet la sélection du spermatozoïde, sont 
utilisées pour augmenter le taux de fécondation des ovocytes recueillis. De même, 
des nouvelles techniques « hatching assisté » peuvent maintenant être réalisées. Les 
techniques de congélation des ovocytes, des spermatozoïdes ou des embryons par 
vitrification ont vu le jour pour augmenter la qualité des cellules après décongélation. 
Le développement de l’embryon jusqu’au stade blastocyste (J5 ou 6 après 
fécondation) est de plus en plus utilisé pour transférer l’embryon dans l’utérus au 
stade où il y arrive physiologiquement in vivo. En effet, l’embryon est dans les 
trompes de fallope pendant sa première partie de développement et n’arrive dans la 
cavité utérine, en contact avec l’endomètre, qu’après avoir été compacté (au 
quatrième jour environ).  
L’embryon se développe grâce à l’activation du génome de l’ovocyte dans les trois 
premiers jours puis grâce à l’activation du génome mâle à partir du troisième jour. Si 
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l’on sélectionne et transfère un embryon au troisième jour de fécondation, on ne sait 
pas comment le développement et l’activation du génome mâle va se faire in vivo. De 
plus, transférer l’embryon dans l’utérus à un stade trop précoce pourrait arrêter son 
développement en le privant du milieu de culture qu’il aurait trouvé dans la trompe à 
ce stade in vivo. La sélection et le transfert d’embryon au stade blastocyste 
augmenterait donc le taux d’implantation (nombre de grossesse clinique sur nombre 
d’embryon transféré). De plus la sélection des embryons à un stade plus tardif 
permettrait l’élimination des embryons ayant des anomalies chromosomiques et 
arrêtant leur développement à un stade précoce.  
Les taux d’implantation post transfert d’un embryon à J2-J3 était de 5 à 30%. La 
technique consistait alors à transférer plusieurs embryons à un stade précoce (J2 J3) 
pour compenser les mauvais taux d’implantation. Aux états unis en 1995, le nombre 
moyen d’embryon transféré chez des patientes de tout âge était de 4! Ces transferts 
multiples avaient de hauts risques de grossesse multiples, induisant un risque pour la 
mère et pour les enfants à naitre. Transférer un embryon à un stade tardif permettrait 
donc un SET (Single Embryo Transfer) sans diminuer les chances de grossesse 
(taux d’implantation supérieur à 50%) tout  en minimisant les risques de grossesse 
multiple. (10) Le taux de blastulation (nombre d’embryon s’étant développé 
correctement jusqu’au stade J5 sur le nombre d’embryon à J2) est donc très 
important en fécondation in vitro.  
Un des facteurs principal du succès de fécondation in vitro, via le développement 
embryonnaire jusqu’au stade blastocyste, est le choix du milieu de culture de 
l’embryon avant transfert. Les milieux de culture n’ont pas cessé d’évoluer pour 
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améliorer le développement embryonnaire et les taux de grossesse en fécondation in 
vitro. La co-culture, culture des embryons sur un tapis de cellules endométriales 
maternelles, pourrait améliorer le développement embryonnaire par la sécrétion de 
cytokines et de facteur de croissance par les cellules de l’endomètre. Le but de la co-
culture serait de permettre d’améliorer le développement embryonnaire et le taux de 
blastulation, en améliorant les milieux de culture des embryons. Cela pourrait 
augmenter le taux d’implantation et donc les taux de grossesse en fécondation in 
vitro. L’étude présentée est une sous-analyse d’un essai clinique randomisé en 
double aveugle comparant les taux de grossesse et la qualité embryonnaire en 
fécondation in vitro d’embryons sur tapis de cellules endométriales autologues versus 
d’embryons cultivés sur milieu conventionnel. 
L’objectif de cette étude est d’analyser la qualité des tapis cellulaires utilisés par 
rapport à la qualité embryonnaire.  
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3. Bibliographie 
De nombreuses études sur l’amélioration des milieux de culture embryonnaire en 
fécondation in vitro ont été faites. Pour reproduire les échanges entre les embryons et 
les cellules du tractus génital féminin (cellules des trompes et de l’utérus), des milieux 
contenant des cellules en « co-culture » avec les embryons ont été étudiés. 
Depuis 1965, il a été montré une augmentation du taux de blastulation des 
embryons de souris en les cultivant sur des lignées de cellules ‘immortal helper’ (11) 
Il y a eu ensuite de multiples expérimentations sur l’utilisation de cellules animales en 
co-culture avec des embryons humains pour améliorer leur développement. Les 
résultats sont discordants. Les embryons humains ont été mis en culture avec des 
cellules utérines fœtales bovines (taux de grossesse doublé à 35%) (12). 
L’expérience a aussi été faite avec des cellules bovines épithéliales tubaires : 
amélioration du taux de grossesse de quasiment deux fois dans un étude de Wiemer 
et al (13) alors que Tucker et al ne voient pas de différence entre les deux groupes 
avec les mêmes cellules(14). Dans cet article, Tucker décrit deux essais cliniques 
randomisés, un comparant la co-culture à un milieu conventionnel et l’autre 
comparant l’éclosion assistée (hatching) à un groupe qui n’en n’avait pas. Il n’y a pas 
de différence significative entre les groupes dans sa population d’étude, mais Tucker 
émet l’idée que ces techniques pourraient être avantageuses pour certaines 
catégories de patiente. En particulier l’éclosion assistée pour les patientes de plus de 
35 ans. Des cellules ‘vero’ de rein de singe ont été utilisées en co-culture, les 
résultats étaient discordants : une étude montrait une augmentation du taux de 
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grossesse dans le groupe co-culture en particulier chez les patientes ayant déjà eu 
plusieurs échecs d’implantation, (15) mais d’autres études randomisées ne 
montraient pas de différence de taux de grossesse. Ces études montraient, en 
revanche, plus de blastocystes formés dans le groupe co-culture avec cellules vero. 
(16) (17) D’autres auteurs ont tenté la co-culture avec des cellules de foie de rat et 
éclosion assistée (18) mais ces études ne montraient pas de différence de taux de 
« beaux embryons » ni de taux de grossesse entre les groupes mais seulement une 
diminution de la fragmentation des embryons. Dans ces différentes études, des 
cellules animales étaient utilisées en co-culture, les essais n’étaient pas contrôlés, les 
embryons étaient transférés à J3 et ne restaient qu’une cinquantaine d’heures en co-
culture. Les auteurs discutaient l’idée que la co-culture pourrait être plus efficace pour 
le développement embryonnaire au delà du jour 3. 
En 2002, la FDA (food and drug administration) a recommandé de ne pas utiliser 
de cellules animales en co-culture avec des embryons humains de peur de 
transmettre des maladies animales à l’homme. 
 En 1999, de nouveaux milieux de culture séquentiels améliorés ont vus le jour. Ils 
avaient la même efficacité pour le taux de blastulation(de 68%) que les milieux avec 
ajout de cellules animales en co-culture (vero cells) (19). 
Les recherches ont donc continué pour améliorer la qualité embryonnaire avec 
des cellules humaines en co-culture. Les cellules utilisées en co-culture étaient 
humaines mais hétérologues (ne provenant pas de l’utérus porteur). La culture des 
embryons sur cellules humaines hétérologues, de l’ampoule de la trompe de femmes 
fertiles venant pour hystérectomie, améliorait la qualité embryonnaire au stade 
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précoce (cavitation) mais pas au stade blastocyste. Les embryons se développaient 
plus vite au contact des cellules de l’ampoule de la trompe jusqu’au stade de morula 
mais l’expansion embryonnaire du blastocyste semblait mettre en jeux d’autres 
mécanismes et d’autres interactions (20). Du serum maternel était ajouté dans les 
deux groupes au milieu de culture embryonnaire. Dans une autre étude, des 
embryons surnuméraires donnés à la recherche ont été utilisés, il n’y a donc pas eu 
de transfert. L’objectif était de voir l’amélioration du développement embryonnaire (en 
comparant le nombre de cellules par blastocyste) en laissant les embryons se 
développer jusqu’au stade blastocyste pour augmenter le temps de co-culture (de J2 
à J5). Dans cette étude, la co-culture avec les cellules de la trompe de fallope 
augmentait le nombre de cellules par blastocyste uniquement quand les embryons 
étaient mis en co-culture à un stade précoce (dès le deuxième jour post fécondation) 
(21). De plus, l’amélioration du taux de bastulation était moins important dans le sous 
groupe de patientes ayant une infertilité inexpliquée. Ceci montre que le 
développement embryonnaire dépend d’autres aspects que le milieu de culture in 
vivo. Une autre étude en 1992, a montré l’amélioration de la qualité embryonnaire 
mais les embryons étaient transférés précocement dans la trompe ou en transfert 
séquentiel, ce qui n’est plus utilisé de nos jours. (22) La co-culture avec fibroblastes 
humains a montré des résultats différents des autres études sur la co-culture : pas de 
différence significative de taux de grossesse entre les groupes (23) avec un transfert 
ou une congélation à J3 et seulement 48h de contact avec les fibroblastes. Il n’y avait 
pas non plus de différence de qualité d’embryons entre les deux groupes.  
35 
 
Des cellules ovariennes autologues ont ensuite été utilisées. Dans une étude, des 
cellules du cumulus ovocytaire ont été ajoutées dans milieu de culture, sans faire de 
tapis cellulaire pour simplifier la co-culture. De plus ces cellules étaient autologues 
(provenait de la mère) ce qui diminuait le risque d’infection. Cette co-culture 
autologue  augmentait la qualité embryonnaire et le taux de grossesse (24) Dans 
cette étude, les embryons n’étaient pas en contact direct avec les cellules du cumulus 
ovocytaire. Selon les auteurs, le contact direct n’est pas nécessaire en co-culture car 
les mécanismes améliorant la qualité embryonnaire sont des sécrétions de facteur de 
croissance et une détoxification du milieu pouvant se faire sans contact. Pour mieux 
comprendre ce mécanisme, une autre étude sur modèle animal a montré le bénéfice 
de la co-culture avec ou sans contact cellulaire (une membrane était insérée entre les 
cellules et les embryons empêchant le contact direct mais laissant passer le milieu de 
culture)(25). Un autre essai clinique, randomisé, a été mené sur un grand nombre de 
patientes ayant des échecs d’implantation à répétition (au moins trois). Les embryons 
de ces patientes étaient randomisés dans le groupe sans co-culture ou dans le 
groupe co-culture avec cellule du cumulus ovocytaire. La différence de taux de 
blastulation et de taux de grossesse était significative entre les deux groupes mais les 
transferts étaient faits à des jours différents (J3 groupe contrôle et J5-J6 groupe co-
culture). L’étude portait aussi sur l’expression des gènes des cellules de soutien. 
Dans cette étude, les cellules du cumulus exprimaient les gènes LIF (leukemia 
inhibitor factor) et platelet activating factor receptor (PAF-R), qui pourraient faire 
partie des facteurs de croissance améliorant la qualité embryonnaire.(26)  
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Des cellules de la granulosa de patientes ont été mises en co-culture dans 
plusieurs essais cliniques non randomisés. Ceux-ci ont montré que la mise en contact 
des embryons avec des cellules de la granulosa améliorait la qualité embryonnaire 
(plus de blastulation, plus de grade de bonne qualité) mais pas le taux de grossesse. 
(27) (28) Dans ces essais, les cellules ovariennes étant autologues, c’est-à-dire 
provenant de la patiente portant la grossesse et prélevées au moment de la ponction. 
Ces co-cultures étaient simples à réaliser, sans congélation des cellules, et sans 
risque infectieux. Mais aucune de ces études  n’était assez bien menée pour prouver 
une augmentation du taux de grossesse significatif.   
Des études ont même été menées avec des cellules de cancer de l’ovaire de 
manière expérimentale sur des dons d’embryon. La co-culture augmentait le taux de 
blastulation mais il n’y avait pas de résultat sur les taux de grossesse, car les 
embryons n’étaient pas transférés. (29) 
En 2008, une méta analyse a etudié les essais randomisés étudiant la co-culture 
hétérologue et autologue de cellules humaines et animales. Sur 9 essais randomisés 
comparant les taux de grossesse, 3 montraient une amélioration grâce à la co-
culture, quelle qu’elle soit, et 6 études montraient seulement une tendance à 
l’amélioration des taux de grossesse. Mais le taux de grossesse était statistiquement 
augmenté dans la méta analyse dans le groupe co-culture. La méta analyse 
permettait d’augmenter la puissance statistique car peu d’études citées avaient une 
taille d’échantillon appropriée à l’analyse statistique menée. (30) Ces différentes 
études sont difficiles à comparer car les cellules utilisées en co-culture sont très 
différentes (cellules ovariennes humaines et bovines, cellules utérines bovines, 
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cellules vero, cellules de cancer ovarien, cellules de foie de rat, fibroblastes humains 
et cellules de la granulosa autologue humaines). De même, les milieux de culture 
conventionnels auxquels sont comparés les co-culture sont aussi disparates.  
De 1995 à 2010, il y a eu de multiples études sur la co-culture autologue avec 
cellules endométriales. Cette co-culture est tentante car elle est physiologique, 
(cellules utérines de la mère utilisées) autologue donc sans risque infectieux (surtout 
par rapport aux co-culture animales proposées) et justifiée partiellement par le 
dialogue embryon- cellules utérines connu. De plus, la biopsie endométriale faite aux 
patientes dans les co-cultures autologues ne nuit pas et pourrait, au contraire, 
augmenter le taux d’implantation embryonnaire.  
Finalement, toutes les études sur le sujet ont montré l’innocuité de la co-culture 
endométriale autologue. Une étude a réalisé le suivi des grossesses après transfert 
d’embryon développé en co-culture autologue jusqu’à la naissance pendant 5 ans et 
a montré qu’il n’y avait pas plus de malformation néonatale dans le groupe co-
culture.(31) Cette méthode, si elle n’a pas fait la preuve de son efficacité n’est donc 
pas nuisible. 
Une seule étude était randomisée, les ovocytes d’une même patiente étaient 
randomisés dans le groupe co-culture ou culture en milieu conventionnel. La patiente 
était donc son propre témoin. Cette étude montrait une diminution du taux de 
fragmentation des embryons sans montrer d’amélioration du taux de grossesse dans 
le groupe co-culture.(32)  
Les premières études sur la co-culture ont largement décrit la technique de la 
biopsie d’endomètre, la technique de culture cellulaire et de la congélation et 
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décongélation des cellules. Lors de la culture et après purification des cellules, 
l’ensemencement se fait en part égale de cellules stromales et endothéliales. En 
effet, physiologiquement, la muqueuse utérine en phase lutéale contient environ la 
moitié de chaque type de cellules. Malgré cela, au moment de déposer les embryons 
sur le tapis de cellules endométriales maternelles, la confluence des cellules étaient 
de 50 à 75% et après le transfert embryonnaire, le taux de cellules épithéliales était 
de 25 à 50% seulement. Les embryons dans les deux groupes étaient incubés à 
37°C et à 5% d’O2. Le biais majeur était que le milieu conventionnel n’était pas le 
même que le milieu utilisé dans la co-culture. Les résultats montraient une 
augmentation du nombre de cellules embryonnaires et leur qualité mais pas le taux 
de grossesse. Ces études non randomisées manquaient peut être de puissance. (33) 
Après une étude sur la population générale, les auteurs ont décidés de s’intéresser à 
la population de patientes avec échec de fécondation à répétition ou de mauvaise 
qualité embryonnaire. Les résultats étaient les mêmes, amélioration de la qualité des 
embryons sans amélioration du taux de grossesse significative.(34) (35) (36) (37) 
Quelques études ont retrouvé un taux de grossesse significativement amélioré par 
la co-culture. L’une est une étude rétrospective avec un transfert des embryons à J4 
(38), et l’autre ne montrait ce résultat que pour les patientes avec un antécédent de 
pauvre qualité embryonnaire sans groupe contrôle. (39) 
Certaines études se sont intéressées à comparer les tapis cellulaires provenant 
de patiente fertile ou de patiente en échec d’implantation. Les tapis avaient la même 
confluence et la même morphologie. De même, les tapis provenant de biopsie fraiche 
ou congelée ne différait en rien. Cela peut laisser penser que même un endomètre 
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d’éventuelle moins bonne qualité (patientes en échec d’implantation) peut donner un 
tapis cellulaire en co-culture correct en termes de nombre et de morphologie des 
cellules. De plus, la congélation des cellules ne change pas la qualité des tapis ce qui 
permet de faire des co-cultures endométriales autologues. 
Ces études ont aussi montré que l’augmentation de l’implantation embryonnaire 
était plus franche chez les patientes avec don d’ovocyte que les patientes en cycle 
stimulé. On sait que la qualité de l’endomètre est un facteur majeur de l’implantation 
au même titre que la qualité embryonnaire. On peut penser que les patientes en don 
d’ovocyte ont un endomètre plus optimal à la nidation car elles recoivent moins 
d’hormones. (35) (40) 
Une autre étude à montré l’efficacité significative de la co-culture sur la diminution 
du taux de fausse couche (ajusté sur l’âge et le nombre d’échec de FIV). Mais cette 
étude n’était pas randomisée. (41) 
Un groupe d’auteur a proposé une co-culture avec des cellules endométriales non 
autologues (lignée cellulaire), pour éviter les co-culture patiente-dépendante. Selon 
eux, une mauvaise qualité endométriale pourrait donner un mauvais tapis cellulaire, 
mais cela empêche aussi l’éventuel avantage de la biopsie. Cette étude montre une 
tendance à l’amélioration de la qualité embryonnaire et des taux de grossesse chez 
des patientes d’âge avancé ou avec un mauvais pronostic embryonnaire.(42) 
En conclusion, toutes ces études sur la co-culture autologue montrent une 
amélioration de la qualité embryonnaire et avec la co-culture. Mais souvent ces 
études manquent de puissance et de validité externe car s’intéresse à la population 
spécifique des échecs d’implantation à répétition. De plus, ces essais n’étaient pas 
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randomisés, les patientes étaient leur propre contrôle (comparaison avec le cycle 
précédent ou avec les embryons du même cycle). Même si ces résultats sont 
encourageants, il n’y a pas d’augmentation de taux de grossesse démontrée par des 
essais cliniques randomisés bien menés. La co-culture étant souvent lourde 
financièrement pour les centres de procréation médicalement assistée, elle ne sera 
recommandée et utilisée que si l’augmentation du taux de grossesse est évidente. 
Finalement, il serait important de s’appuyer sur plusieurs essais randomisés bien 
menés sur une population générale pour prouver l’innocuité et le rôle positif de la co-
culture autologue endométriale sur la qualité embryonnaire, l’implantation et le taux 
de grossesse. On sait aussi qu’une mauvaise qualité de l’endomètre pourrait jouer 
sur le rôle de la co-culture et il serait donc intéressant d’évaluer la réceptivité de 
l’endomètre lors de la biopsie. 
 
 
4. Matériel et méthodes 
Le projet de recherche a été proposé aux patientes (entre 18 et 43 ans) en 
fécondation in vitro à la clinique ovo, ayant une prescription de protocole antagoniste 
ou smart. Les patientes devaient avoir un SET (Single Embryo Transfer). Elles 
devaient avoir une bonne réserve ovarienne dans les 12 mois précédents le 
recrutement (AMH >1ng/mL, compte folliculaires antraux ≥12 ou au moins 4 beaux 
embryons au cycle de FIV précédent, c’est-à-dire des embryons à J2 d’au moins 6 à 
8 cellules et grade 2 ou mieux et avec une FSH <10 UI/L), une cavité utérine normale 
41 
 
(échographie 3D, hystéroscopie, hystérosonographie normale dans les deux ans 
précédent le recrutement) et des cycles réguliers (maximum 40 jours). Les patientes 
devaient avoir eu au maximum 3 cycles de Fécondation In Vitro avec transfert. 
Les critères d’exclusion étaient : aménorrhée, oligoaménorrhée ou cycles 
anovulatoires, endométriose sévère, endométrite chronique non traitée, hydrosalpinx, 
cavité utérine anormale, syndrome d’asherman, fibromes intra muqueux ou polypes 
de plus d’1cm, besoin de PESA ou TESA pour le conjoint, utilisation d’anticoagulants 
ou une des sérologies syphilis, VIH, VHB ou VHC positive. 
Les patientes signaient ensuite le formulaire de consentement, après réflexion, et 
était recrutée. 
Une fois recrutées, les patientes avaient un premier rendez vous pour le 
dépistage mycoplasme (prélèvement vaginal) et chlamydia (prélèvement urinaire).  
Si le prélevement mycoplasme revenait positif, la patiente et son conjoint étaient 
traité par antibiotique per os 7 jours selon les recommandations canadiennes. Il n’y a 
pas eu de prélevement chlamydia positif. Les participantes commençaient ensuite 
une courbe de température au début du cycle précédent le cycle de fécondation in 
vitro, afin de déterminer la date de leur ovulation. Elles devaient prendre leur 
température tous les matins à heure fixe avec le même thermomètre pour détecter 
l’élévation de température à l’ovulation (de 0,5 degré en moyenne) due à la sécrétion 
de progestérone. Un document explicatif sur la manière de procéder leur était remis. 
Les patientes reportaient les valeurs des températures sur un site internet sécurisé 
auquel l’équipe de recherche avait accès. Une biopsie de l’endomètre était ensuite 
effectuée à la pipelle de Cornier entre le jour 5 et le jour 7 post ovulation, d’environ 
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300 mg. Cette biopsie était effectuée sans anesthésie et non écho guidée. Si elles le 
désiraient, les patientes prenaient un antalgique per os 1h avant le geste. Le 
gynécologue effectuait un prélevement mycoplasme à l’aide d’un écouvillon vaginal, 
puis désinfectait le col avant d’effectuer la biopsie. La patiente faisait un test de 
chlamydia urinaire en fin de geste. 
Si le prélevement mycoplasme revenait positif, le milieu de transport de la biopsie 
était testé pour le mycoplasme et la patiente et son conjoint étaient traités par 
antibiotique per os 7 jours selon les recommandations canadiennes. Si le milieu de 
transport n’était pas infecté, les cellules endométriales de la patiente pouvaient être 
utilisées pour la co-culture autologue. Il n’y a pas eu de test revenu positif pour le 
chlamydia. 
Si l’on retrouvait une présence de levures sur le prélèvement vaginal, la patiente 
était traitée en fonction de ses symptômes mais la biopsie pouvait être utilisée pour la 
co-culture autologue. 
Le tissu endométrial était ensuite coupé en petit morceau de 1mm de diamètre au 
scalpel stérile et lavé deux fois au Washing buffer. Le tissu était ensuite congelé tel 
quel d’abord progressivement en diminuant la température de 1°C par minute jusqu’à 
-80°C à l’aide d’un contenant adapté (mr Frosty©) pendant 24h. La biopsie était 
ensuite transférée dans l’azote liquide à -160°C environ. Le milieu de transport de la 
biopsie conservé à - 80°C pour analyse bactériologique si nécessaire. 
Les patientes commençaient l’estrace© (oestradiol per os) le soir de la biopsie. 
Soit entre le 19ième jour et le 21ième jour de leur cycle menstruel. Elles étaient ensuite 
prises en charge par les médecins de la clinique ovo pour commencer leur nouveau 
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cycle, leur stimulation par gonadotrophines. Les patientes étaient monitorées par 
échographie (épaisseur de l’endomètre, nombre et taille de follicules) et prise de sang 
(oestradiol, LH, progestérone) selon les standards de la clinique. Les doses de 
gonadotrophines étaient adaptées à chaque rencontre en fonction de  la réponse de 
la patiente aux hormones. Quand l’équipe médicale le jugeait, les patientes étaient 
déclenchées par hcg (5000 UI), pour provoquer l’ovulation avant la ponction qui avait 
lieu 36h après la prise d’hcg. Le jour du déclenchement de l’ovulation, les patientes 
étaient randomisées dans le groupe étude (avec co-culture) ou contrôle (embryons 
sur milieu conventionnel) par tirage au sort. La randomisation avait été faite avant le 
début de l’étude par informatique.  
Si les patientes faisaient partie du groupe étude, la veille de la ponction ovarienne 
de la participante, les cellules endométriales étaient décongelées et le tapis de cellule 
élaboré par la technique du laboratoire Génevrier (France). 
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Figure 6 Plan méthodologique de l’étude OvoGen 
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Tableau 1 Description de la population 
 
 
 
 
Les cellules subissaient 3 digestions enzymatiques par collagénase et trois 
filtrations pour séparer les cellules stromales (filtrat) des cellules épithéliales (résidu). 
La viabilité des cellules stromales était évaluée à l’aide de la coloration au  bleu de 
trypan. Les cellules étaient ensuite comptées et ensemencées au taux de 1 glande 
(regroupement organisé de cellules épithéliales) pour 75 cellules stromales dans les 
puits avec du milieu de culture. Ce taux était destiné à obtenir finalement 50% de 
cellules stromales et 50% de cellules épithéliales dans chaque puits. Les plaques de 
culture cellulaire étaient entreposées dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2. Les 
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cellules étaient lavées à J1 et J2 (avec PBS et nouveau milieu de culture CCM), et 
observées au microscope. 3 photos représentatives de chaque puit étaient prises.  
 
Figure 7 : photo représentative d’un puits au deuxième jour 
 
Les 8 premiers embryons de la patiente du groupe étude ou la totalité des 
embryons si la patiente en avait moins était mis sur le tapis au matin du 2ieme jour 
après observation des embryons. Ils étaient laissés en co-culture jusqu’au jour 5 ou 6 
puis transferés dans l’utérus ou bien congelés. 
Les embryons étaient observés au jour 3, 5 et 6 par les embryologistes selon les 
procédures de la clinique que les patientes soient dans le groupe contrôle ou étude. 
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Les embryons étaient classés selon la classification de Gardner et al 1999.(3) En 
fonction de cette classification, les embryons étaient laissés en culture pour 
poursuivre leur développement, congelés, transférés ou jetés. 
 
Tableau 2 : Classification des blastocystes selon Gardner et al. 
 
Le transfert de blastocyste unique s’effectuait de manière échoguidée à J5 ou J6 
de la ponction selon les protocoles de la clinique. 
La patiente avait ensuite une analyse sanguine pour détecter le taux de βhcg 14 
jours après la ponction ovocytaire. S’il était positif, la patiente avait ensuite une 
deuxième prise de sang à 48h d’intervalle. Dans une grossesse normale, le taux de 
βhcg devait doubler en 48h. Le taux de βhcg était considéré positif s’il était supérieur 
48 
 
à 25 UI/L. Si l’évolution était normale, les patientes avaient une échographie de 
viabilité entre 4 et 6 semaines après la ponction. L’échographie de viabilité était 
considérée comme positive si l’échographiste décelait un sac gestationnel et un 
battement cardiaque fœtal. 
Les patientes ayant été randomisées dans le groupe contrôle et ayant eu un 
échec de leur fécondation in vitro sur le cycle de l’essai clinique (absence de 
grossesse ou fausse couche précoce) pouvait bénéficier d’un tapis hors étude ‘offert’ 
jusqu’à un an après la biopsie d’endomètre en cas de nouveau cycle de Fécondation 
In Vitro à la clinique ovo. 
Le protocole, le formulaire de consentement et les différents documents remis aux 
patientes étaient approuvés par un comité éthique indépendant : ovo ethix. 
 
Dans la sous étude d’OvoGen présentée, nous avons étudié uniquement les 
patientes randomisées dans le groupe étude et donc les embryons mis sur les tapis 
de co-culture cellulaire. Selon les recommandations du laboratoire Génévrier pour 
l’étude OvoGen, les embryons étaient mis en contact avec le tapis si la viabilité des 
cellules stromales étaient >70%, si la confluence cellulaire était ≥40% et le taux de 
cellules épithéliales entre 30% et 90%. Dans l’étude OvoGen, il a été décidé de 
mettre en contact les tapis et les embryons lorsque les tapis nous paraissaient ‘de 
bonne qualité’, même si le taux de cellule épithélilales ou la confluence cellulaire 
n’était pas dans les normes du laboratoire. C'est-à-dire que nous avons privilégié la 
qualité des cellules (viabilité) à leur quantité (confluence). 
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Le but de cette sous-étude est d’évaluer si la qualité des tapis cellulaires 
(confluence cellulaire, taux de cellules épithéliales, viabilité des cellules stromales) a 
un impact sur le développement embryonnaire et le taux de grossesse des embryons 
développés en co-culture. 
50 
 
 
5. Statistique 
5.1. Variables utilisées 
Objectif primaire 
L’objectif de cette étude est d’étudier le lien entre les différentes composantes 
de la qualité des tapis cellulaires et la qualité embryonnaire 
Objectifs secondaires 
Les objectifs secondaires de cette sous étude sont de comparer la date de la 
biopsie post ovulation (J5 ou J7) à la qualité des tapis, de comparer la date de la 
biopsie post ovulation (J5 ou J7) à la qualité embryonnaire, de comparer la date de la 
biopsie post ovulation (J5 ou J7) au taux de grossesse clinique. 
De plus, nous voulions étudier le lien entre les différentes composantes de la 
qualité des tapis cellulaires et le taux de grossesse clinique.  
Les variables d’ajustement sont l’âge de la patiente, l’âge du conjoint, le protocole 
de FIV antagoniste ou court, le rang de FIV, la fécondation par FIV ou ICSI ou 50% 
FIV 50% ICSI, le fait que le tapis ait été fait en étude ou hors étude. 
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5.2. Tests statistiques 
 
Les données ont été analysées en deux groupes distincts : d’une part les 291 
embryons répartis sur les 291 puits de tapis cellulaire avec les caractéristiques de 
chacun pour évaluer la qualité embryonnaire, d’autre part les 50 patientes avec 
chacune environ 6 embryons mis sur le tapis de co-culture. Seules les 42 
patientes ayant eu un transfert ont été analysées pour les taux d’implantation et 
de grossesse. 
Les tests statistiques utilisés étaient des analyses de variance (ANOVA) avec un 
intervalle de confiance à 95% pour les variables explicatives catégorielles 
(embryon utile ou non, grossesse ou non), de régression linéaire pour les 
variables quantitatives (taux de confluence, de cellules épithéliales ou de viabilité 
des cellules stromales) 
Les statistiques ont été faites à l’aide du logiciel SPSS. 
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6. Résultats  
 
6.1. Analyse descriptive 
 
L’étude a permis d’analyser 50 tapis de patientes. 291 puits ont été analysés soit 
environ 6 puits par patiente. L’âge moyen des patientes était de 32,5 ans (22 à 38,8 
ans), l’âge moyen des conjoints était de 37,8 ans (29 à 63 ans). 3 (6%) patientes ont 
bénéficiés d’un protocole court et 47 d’un protocole antagoniste (94%). Le cycle de 
FIV étudié était le premier pour 23 patientes (46%), le deuxième pour 18 patientes 
(36%), le troisième pour 6 patientes (12%) et le quatrième pour 3 patientes (6%). 7 
(14%) patientes ont bénéficié d’une fécondation par FIV, 38 (76%) patientes par ICSI 
et 5 (10%) patientes par moitié FIV moitié ICSI. Le nombre moyen d’embryon mis sur 
tapis par patiente était de 5,82 (de 2 à 8).  
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Sur les 50 patientes, 10 (20%) ont bénéficiée d’une biopsie à J5, 12 (24%) d’une 
biopsie à J6, et 28 (56%) à J7. 
Sur les 50 patientes, 42 (84%) ont eu un transfert frais ou congelé et 8 (16%) 
n’ont pas eu de transfert. Le taux de grossesse moyen des 42 patientes ayant 
bénéficiées d’un transfert est de 51%.  
Sur les 291 embryons étudiés, 31 (10,7%) ont été transférés frais, 29 (10%) ont 
été transférés après congélation et décongélation, soit 60 embryons transférés, 72 
(24,7%) ont été congelés en attente de transfert, soit 132 (45,4%) embryons 
transférés ou congelés que l’on appelle ‘utiles’. 159 embryons (54,6%) ont été jetés. 
Les embryons ont été jugés utiles par les embryologistes de la clinique selon la 
classification de Gardner et al vue plus tôt, s’ils avaient atteints le stade de 
développement leur permettant d’être congelés ou transférés. Les embryons ne 
remplissant pas ces critères, selon cette même classification, ou présentant un 
développement anormal, ont été jetés.  
 
 
 
 
 
Tableau 3 : Devenir des embryons 
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Sur les 291 puits étudiés, la confluence allait de 15 à 90%, le taux de cellules 
épithéliales de 15 à 95 % et la viabilité des cellules stromales de 66 à 92%. 39 puits 
(13,4%) étaient dérogés, selon les critères de Génévrier pour le taux de confluence 
(c’est-à-dire que le taux de confluence était inférieur à 40%), 5 puits (1,7%) étaient 
dérogés pour le taux de glande (c’est-à-dire que le taux de glande était inférieur à 
30% ou supérieur à 90%.) et 27 puits (9,3%) étaient dérogés pour la viabilité des 
cellules stromales, (c’est-à-dire que la viabilité était inférieure à 70%).  
 
 
6.2. Analyse statistique 
 
Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre le taux d’embryons 
utiles ou jetés selon que les puits étaient dérogés ou non des critères du laboratoire 
Génévrier. Si les puits étaient dérogés pour la confluence, le taux d’embryons utiles 
n’était pas statistiquement différent du taux d’embryons jetés (p=0,65). De même 
55 
 
pour la dérogation pour le taux de cellules glandulaires (p=0,25) ou pour la dérogation 
pour la viabilité des cellules stromales (p=0,92). 
De la même manière, il n’y avait pas de différence significative de taux de 
grossesse (βhcg>25) si les puits étaient dérogés ou non. 
Il n’y avait pas de différence significative non plus entre les embryons utiles 
(transférés ou congelés) et les embryons jetés selon la confluence, le taux de glande, 
ou la viabilité des cellules stromales (p=0,58). Ce résultat ne changeait pas après 
ajustement des variables âge, rang de FIV, fécondation par FIV ou ICSI (p=0,64). 
En revanche, il y avait statistiquement un taux de glande plus important si la 
biopsie était faite à J7 par rapport à J5. (p=0,004), un taux de confluence plus 
important si la biopsie était faite à J7 par rapport à J5 (p=0,045), et un taux de 
cellules stromales viables plus important si la biopsie était faite à J7 par rapport à J5 
(p=0,001). 
De plus, le taux de grossesse augmentait statistiquement avec la diminution de la 
confluence (p=0,022), et avec l’augmentation de la viabilité des cellules stromales 
(p=0,001). Il n’y avait pas de lien retrouvé entre le taux de grossesse et le taux de 
cellules épithéliales sur les puits. 
7. Discussion 
 
Nous avons montré qu’il n’y avait pas de différence statistiquement significative de la 
qualité embryonnaire (embryons utiles versus jetés) selon que les embryons étaient 
déposés sur un puits de cellules dérogées selon les règles de Genévrier (confluence 
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des cellules <40%, taux de cellules épithéliales <30% ou >90% et viabilité des 
cellules stromales <70%). Ceci démontre que les critères de qualité des tapis ne sont 
pas forcément ceux ci. Dans la littérature, très peu d’études sur la co-culture 
autologue s’intéressent à la qualité des tapis cellulaire ce qui explique que nous 
ayons peu de chiffres pour déterminer les critères de qualité d’une culture cellulaire 
endométriale. 
 En revanche, nous avons montré que la qualité des tapis était directement en 
lien avec le jour de la biopsie dans le cycle de la patiente : il y avait statistiquement 
un taux de glande plus important. (p=0,004), un taux de confluence plus important 
(p=0,045), et un taux de cellules stromales viables plus important (p=0,001) si la 
biopsie était faite à J7 par rapport à J5. Nous avons donc montré que plus la biopsie 
était faite tard dans la fenêtre d’implantation, plus le tapis effectué avec cette biopsie 
était de bonne qualité. 
Cette hypothèse a déjà été vérifiée par des études précédentes, dans lesquelles il a 
été montré que la biopsie utérine devait être faite en phase lutéale (plus de 5 jours 
après le test LH positif) pour avoir un meilleur taux de grossesse en co-culture (1). De 
plus, la qualité histologique de l’endomètre a un impact sur le taux de grossesse en 
co-culture (un endomètre ‘retardé’ de mauvaise qualité équivalent de moins de J19 
du cycle ne montre pas d’amélioration de taux de grossesse en co-culture) (43). 
Dans cette perspective, il très pertinent de s’intéresser à une étude en cours 
actuellement à la Clinique ovo, qui étudie la réceptivité de l’endomètre biopsié grâce 
à un test sur un panel de gènes et la relation de la réceptivité de l’endomètre avec le 
taux de grossesse. Il pourrait être très intéressant de relier ce test de réceptivité 
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endométriale à la co-culture de cellule autologue pour augmenter son efficacité. En 
effet, comme nous avons démontré que certains endomètres prélevés plus tôt dans 
le cycle donnaient des tapis de cellules de moins bonne qualité, on pourrait, avec le 
test de réceptivité, prédire si l’endomètre est apte ou non à donner une bonne co-
culture et améliorer le taux de grossesse en fécondation in vitro. 
 
 Par ailleurs, nous avons montré que la qualité embryonnaire (embryons utiles 
versus embryons jetés) n’était pas en corrélation avec le taux de confluence, de 
cellules épithéliales ou la viabilité des cellules stromales (qualité du tapis cellulaire). 
Peut être que nous manquons de puissance pour démontrer cela. En effet, le taux de 
grossesse semble être lié à la confluence du tapis cellulaire et à la viabilité des 
cellules stromales : le taux de grossesse augmentait statistiquement avec la 
diminution de la confluence (p=0,022), et avec l’augmentation de la viabilité des 
cellules stromales (p=0,001). Il est intéressant de voir que le taux de grossesse n’est 
pas amélioré par une confluence maximale des cellules endométriales maternelles 
dans les tapis, alors que dans la plupart des études, le taux de confluence est très 
important (aux alentours de 90% au moment de mettre les embryons dans les puits.) 
Il est facile d’expliquer que la confluence cellulaire pourrait nuire au développement 
embryonnaire et au taux de grossesse. 
En effet, l’implantation embryonnaire se fait grâce à un dialogue entre l’embryon et 
l’endomètre maternel. La co-culture améliorerait le développement embryonnaire et le 
taux d’implantation par des échanges entre les cellules endométriales maternelles et 
l’embryon : sécrétion de cytokines, facteur de croissance, nutriments… (44)(45) Cela 
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permettrait de détoxifier le milieu de culture. (46) Les facteurs secrétés par les 
cellules pouvant aider l’implantation pourraient être le LIF (leukemnia inhibiting 
factor), retrouvé dans les milieux de co-culture où les embryons se sont le mieux 
développés(47) ou le GM-CSF (granulocyte macrophage colony) augmenté dans les 
milieux avec cellules endométriales exposées aux embryons (48). De même, le 
récepteur à l’Interleukin1 dans l’embryon pourrait faire partie des acteurs de 
l’implantation s’il est activé par des facteurs sécrétés par l’endomètre maternel (49) 
(50). Une trop grande confluence de cellules endométriales engendre  une nécrose 
de celles-ci, ceci a été vérifié dans notre étude. Cette nécrose engendre une 
sécrétion de toxiques et  empêche les cellules endométriales de sécréter les facteurs 
de croissance nécessaires à l’embryon. Il faudrait alors se poser la question de la 
confluence idéale des tapis de co-culture cellulaire pour le meilleur développement 
embryonnaire et le meilleur taux d’implantation possible. 
 
 Un des points faibles de notre étude est qu’il est plus difficile de qualifier 
l’embryon pour les embryologistes quand il est sur un tapis de cellules en co- culture 
autologue. En effet, les cellules du tapis cellulaire gênent la stadification de l’embryon 
et donc rend plus difficile de le classer en embryon utile (transféré ou congelé) ou 
jeté, ce qui pourrait expliquer que nous n’ayons pas de résultats significatifs pour le 
lien entre la qualité des embryons et la qualité du tapis cellulaire alors qu’il en existe 
pour le taux de grossesse. Ce biais est impossible à éviter car la manipulation de 
l’embryon permettant de l’observer sans être gêné par le tapis de cellules altérerait le 
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développement embryonnaire. Néanmoins, toutes les études sur la co-culture 
comportent le même biais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 Embryon au stade blastocyste en milieu de culture conventionnel (en haut) 
et sur co-culture autologue maternelle (en bas) 
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Dans cette sous étude, des tapis étude (patiente qui avait la co-culture le mois 
suivant leur biopsie) et hors étude (patiente qui avait la co-culture plusieurs mois 
après la biopsie, après un échec de fécondation in vitro alors qu’elles avaient été 
randomisées dans le groupe contrôle) ont été étudiés. Il n’y avait pas de différence 
entre le taux de grossesse des tapis étude et hors étude. Plusieurs articles ont 
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montré que les biopsies répétées ou non augmentaient les taux d’implantation en FIV 
(51) (52) (53) (54). Mais une étude a prouvé qu’il n’y avait pas de différence de taux 
d’implantation entre transfert les mois après biopsie ou plus tard. (37) (55) La 
littérature est donc discordante à ce sujet. Dans notre étude, nous n’avons pas 
montré les bénéfices de la biopsie pour le taux d’implantation. 
Finalement, nous savons bien que le développement embryonnaire que nous 
cherchons à améliorer au maximum avec la co-culture n’est pas le seul facteur d’un 
bon taux d’implantation et donc d’un bon taux de grossesse. En effet, il faut que 
l’endomètre soit réceptif de manière optimale au moment du transfert embryonnaire 
pour favoriser l’implantation. Certaines études ont montré un meilleur résultat de la 
co-culture sur le don d’ovocyte car l’endomètre est de meilleur qualité quand il n’a 
pas été stimulé au préalable.(35) De plus, le taux supra physiologique d’oestradiol 
obtenu après stimulation ovarienne ne semble pas améliorer la qualité de l’endomètre 
dans de nombreuses études. Ceci nous fait réfléchir sur la préparation de 
l’endomètre maternel, faut-il ne plus transférer les embryons frais pour avoir un 
endomètre de meilleure qualité à distance de toute stimulation?  
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8. Conclusion 
 
 
En conclusion, dans cette sous étude d’un essai clinique randomisé en double 
aveugle évaluant le bénéfice sur le développement embryonnaire et le taux de 
grossesse de la co-culture maternelle autologue versus la culture embryonnaire 
sur milieu conventionnel, nous cherchions à montrer si la qualité des tapis de 
cellule endométriale pouvait avoir un impact sur la qualité embryonnaire et le taux 
de grossesse selon trois critères identifiés dans les différentes études : la 
confluence cellulaire, le taux de cellules épithéliales et la viabilité des cellules 
stromales. Nous avons montré qu’il y a une différence de qualité de tapis selon 
que la biopsie de cellules servant à faire celui-ci est faite cinq jours ou sept jours 
post ovulation. Nous avons également montré que bien qu’il n’y ait pas de 
différence de qualité embryonnaire selon la qualité des tapis, le taux de grossesse 
augmente quand les embryons transférés se sont développés sur des puits de 
cellules endométriales ayant moins de confluence cellulaire et une meilleure 
viabilité de cellules stromales. Nous n’avons pas montré de relation entre le taux 
de grossesse et la quantité de cellules épithéliales sur les puits.  
La qualité de tapis cellulaire étant très peu étudiée dans les différents articles sur 
la co-culture maternelle autologue, il serait intéressant de continuer cette étude 
sur un plus grand échantillon.  
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Finalement, il faudrait probablement aussi allier la co-culture à un test de 
réceptivité endométriale afin de sélectionner éventuellement les meilleurs 
endomètres pour un meilleur développement embryonnaire et taux d’implantation 
avec co-culture. 
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